
　 基金项目：国家自然科学基金面上项目（３２０７２１６０）；辽宁省重点攻关项目（ＪＹＴＺＤ２０２３０２９）
　 作者简介：王雪妍　 女，博士研究生。 主要研究方向为酶工程、发酵工程。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｘｕｅｙａｎ＿ｗａｎｇ＠ ｘｙ． ｄｌｐｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
　 ∗ 通讯作者。 女，教授，博士，博士生导师。 主要研究方向为酶工程与糖工程。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙａｎｇ＿ｆａｎ＠ ｄｌｐｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
　 收稿日期：２０２５⁃０６⁃０６
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摘　 要　 为提高酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）在菊糖发酵中的乙醇生产效率，考察了优化分泌途径和二

倍体菌株构建相结合的策略对蔗糖转化酶 Ｓｕｃ２ 分泌效率和乙醇产量的影响。 以 ＢＹ４７４１ 和 ＢＹ４７４２ 为出发菌

株，利用 ＰＧＫ１ｐ 启动子实现囊泡运输关键蛋白 Ｓｅｃ１ 和 Ｓｓｏ２ 过表达，构建重组菌株 ＢＹＣＯ 与 ＢＹ２ＣＯ，并通过二

倍体配合获得 ＢＹ３ＣＯ。 将携带 ＭＦα 信号肽的 Ｓｕｃ２ 表达载体转化至工程菌，评估菌株 ＳＥＣ１、ＳＳＯ２ 的转录水

平、胞外蛋白分泌量及 Ｓｕｃ２ 的分泌效率。 结果显示，重组菌株 ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２ 的转录水平显著上调，二倍体菌

株 ＢＹ３ＣＯｍＳ 的胞外蛋白分泌量较原始菌株 ＢＹｍＳ 提高 ２１６． ６７％ ，Ｓｕｃ２ 分泌效率提升 ８６． ４６％ 。 连续发酵性

能分析结果表明，ＢＹ３ＣＯｍＳ 在 ８４ ｈ 时生物量达 ３５． ００ ｇ ／ Ｌ，乙醇产量 １００． ３８ ｇ ／ Ｌ，较 ＢＹｍＳ 分别提高 ３３． ４９％
和 １２． ６１％ ，同时菊糖转化率提升 １０． ３２％ ，达到 ９４． ７７％ 。 本研究结果表明，通过强化囊泡运输通路与构建二

倍体菌株的协同作用，可以显著提高 Ｓｕｃ２ 的分泌效率，提升酿酒酵母的乙醇生产性能，为构建高效菊糖转化

酿酒酵母工程菌提供了新的技术路径。
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　 　 在可再生清洁能源需求不断增长的驱动下，
生物乙醇作为可再生清洁能源已确立其替代化石

燃料的战略地位。 当前生物乙醇产业正加速从粮

食基糖类（葡萄糖、淀粉等）发酵［１］ 向菊糖等非粮

生物质原料转型［２⁃３］，旨在缓解“与粮争地”矛盾

并推动该产业可持续发展。 酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏ⁃
ｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）因遗传背景清晰、乙醇耐受性强

及增殖速度快等特性，成为生物乙醇工业生产的

优选宿主［４⁃６］。 该菌株分泌的胞外蔗糖水解酶

Ｓｕｃ２ 是其降解菊糖的关键功能蛋白［７］，其表达水

平直接决定菊糖代谢效率及乙醇产量［８］。 因此，
优化 Ｓｕｃ２ 的分泌表达途径有望提高酿酒酵母发

酵菊糖生产生物乙醇的能力，对提升菊糖基生物

乙醇的发酵能力有指导性意义。 目前提升 Ｓｕｃ２
表达分泌水平的研究主要集中在启动子工

程［９⁃１１］、信号肽优化［１２⁃１４］ 与分子伴侣模块等方

面［１５］。 具体而言， 在启动子工程方 向， Ｗａｎｇ
等［１０］通过引入 Ｍｓｎ２ ／ Ｍｓｎ４ 转录因子结合位点优

化 Ｓｕｃ２ 基因启动子序列，显著提升了该基因的转

录与翻译效率；在信号肽优化方向，ＭＦα 信号肽

的引入可定向增强 Ｓｕｃ２ 的分泌水平［１４］； Ｈｏｕ
等［１５］通过过表达分子伴侣调控因子 Ｈｓｆ１，实现了

Ｓｕｃ２ 产量的大幅提升。 尽管上述策略取得了一

定进展，但相关研究还不够深入，且对 Ｓｕｃ２ 的分

泌水平提升效果有限，使得乙醇合成效能提升不

显著。 酿酒酵母蛋白质分泌效率的提升主要依赖

于分泌途径工程的系统优化［１６⁃１８］。 分泌途径工程

研究聚焦于内质网⁃高尔基体⁃质膜的完整转运

链［１９］，相较于内质网⁃高尔基体阶段，高尔基⁃质膜

阶段的囊泡运输途径组分的过表达，对蛋白质分

泌的增益效果更为显著［２０］。 研究表明，过表达高

尔基体向细胞膜运输的囊泡蛋白 Ｓｅｃ１ 等可使

β⁃葡萄糖苷酶胞外活性提高 ２． １ 倍［２１］，胞吐过程

相关的质膜受体蛋白 Ｓｓｏ２ 的高效表达也能够显

著提升蛋白分泌水平［２２］。 由此推测，靶向后期囊

泡运输通路的协同调控可能是突破酿酒酵母分泌

Ｓｕｃ２ 瓶颈的关键策略，为构建高效细胞工厂提供

了理论依据与技术路径。 除酶分泌水平限制外，
工业发酵环境中的多重胁迫（温度波动［２３］、渗透

压变化［２４］及弱酸 ／酚类抑制剂［２５］ ）可引发酿酒酵

母活性衰减与代谢通量失衡［２６］，导致菊糖转化效

率与乙醇合成效能同步下降。 针对这一问题，提
升菌株染色体倍性被证实可增强环境适应性与产

物合成能力［２７］。 研究表明，多倍体酵母的乙醇发

酵性能显著优于单倍体。 Ｄｉｌｏｒｉｏ 等［２８］ 发现四倍

体菌株在 ５０ ｇ ／ Ｌ 葡萄糖体系中单位细胞乙醇产

率提升 ４０％ ；Ｌｉｕ 等［２９］进一步证实，三倍体菌株利

用未脱毒玉米芯水解液时，乙醇产量较单倍体提高

２８％，揭示了倍性增加可强化底物耐受性。 因此，
本研究通过强化酿酒酵母 Ｓｕｃ２ 的分泌途径并结合

倍性工程，以及过表达囊泡运输关键基因 ＳＥＣ１ 和

ＳＳＯ２（图 １），并对重组菌株进行二倍体配合，为提

升蔗糖转化酶 Ｓｕｃ２ 的分泌效率和乙醇产量，构建

高鲁棒性的工业生物乙醇发酵菌株提供参考。

图 １　 酿酒酵母 Ｓｕｃ２ 分泌途径工程化改造示意图
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０２ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 微　 生　 物　 学　 杂　 志　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４６ 卷



１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 菌株与质粒　 菌株 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉ⁃
ａｅ ＢＹ４７４１、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ＢＹ４７４２、大肠

埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） ＤＨ１０Ｂ 获赠于中国科学

院大连化学物理研究所赵宗保研究员课题组。 质

粒 ｐＰＩＣＺαＡ、ｐＲＳ４２３、ｐＡＣＴ２ 由杨帆教授课题组

（本实验室）保藏。 ｐＹＣ２３０⁃ｍＳＵＣ２ 由本实验室前

期构建［１４］。 其余构建的重组菌株及菌株信息见

表 １。
表 １　 本研究所用菌株及菌株信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔｒａｉｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

实验菌株 备注

ＢＹ４７４１ 未进行改造的 ａ 型酿酒酵母 ＢＹ４７４１
ＢＹ４７４２ 未进行改造的 α 型酿酒酵母 ＢＹ４７４２
ＢＹ４７４３ 由 ＢＹ４７４１ 与 ＢＹ４７４２ 配合的二倍体

ＢＹＣ 完成了 ＳＥＣ１ｐ 替换的 ＢＹ４７４１
ＢＹＣＯ 完成了 ＳＥＣ１ｐ 与 ＳＳＯ２ｐ 替换的 ＢＹ４７４１
ＢＹ２Ｃ 完成了 ＳＥＣ１ｐ 替换的 ＢＹ４７４２
ＢＹ２ＣＯ 完成了 ＳＥＣ１ｐ 与 ＳＳＯ２ｐ 替换的 ＢＹ４７４２
ＢＹ３ＣＯ 由 ＢＹＣＯ 和 ＢＹ２ＣＯ 配合的二倍体

ＢＹｍＳ 转入了 ｐＹＣ２３０⁃ｍＳＵＣ２ 的 ＢＹ４７４１
ＢＹＣＯｍＳ 转入了 ｐＹＣ２３０⁃ｍＳＵＣ２ 的 ＢＹＣＯ
ＢＹ２ｍＳ 转入了 ｐＹＣ２３０⁃ｍＳＵＣ２ 的 ＢＹ４７４２
ＢＹ２ＣＯｍＳ 转入了 ｐＹＣ２３０⁃ｍＳＵＣ２ 的 ＢＹ２ＣＯ
ＢＹ３ｍＳ 转入了 ｐＹＣ２３０⁃ｍＳＵＣ２ 的 ＢＹ４７４３
ＢＹ３ＣＯｍＳ 转入了 ｐＹＣ２３０⁃ｍＳＵＣ２ 的 ＢＹ３ＣＯ

１． １． ２　 培养基（ｇ ／ Ｌ） 　 ＬＢ 培养基：胰蛋白胨 １０，
酵母浸粉 ５，ＮａＣｌ １０，ｐＨ ７． ０；ＹＰＤ 培养基：蛋白

胨 ２０，葡萄糖 ２０，酵母浸粉 １０，ｐＨ ６． ０；菊糖培养

基：菊糖 １５０，酵母浸粉 ５，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０． ５。
１． １． ３　 主要试剂与仪器设备　 菊糖购自阿拉丁

生化科技有限公司；蛋白胨、酵母提取物购自 Ｏｘ⁃
ｏｉｄ 公司；Ｌ⁃甲硫氨酸、尿嘧啶、Ｌ⁃亮氨酸、Ｌ⁃组氨

酸购自北京鼎国生物技术有限公司；氨苄青霉素

（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，Ａｍｐ）、Ｇ４１８ 硫酸盐、ＤＮＡ 胶回收试

剂盒、质粒提取试剂盒、酵母总 ＲＮＡ 快速抽提试

剂盒 等 购 自 上 海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司；
ｒＴａｑ ＤＮＡ聚合酶、Ｓａｌ Ｉ、Ｓａｃ Ｉ、Ｐｓｔ Ｉ 等限制性内切

酶、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ 聚合酶、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 反转

录试剂盒、ＳＹＢＲ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒均购自大连 ＴａＫａ⁃
Ｒａ 公司；其余试剂均购自天津市科密欧化学试剂

有限公司。 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ Ｐｒｏ 梯度 ＰＣＲ 仪、Ｍｕｌｔｉｐｏ⁃
ｒａｔｏｒ 电转仪均购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司；凝胶成像系

统（ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ＬＡＳ ４０００，通用电器公司）；微量

分光光度计（Ｎａｓｔｅｒｃｙｄｅｒ ｐｒｏ，通用电器公司）；多
功能酶标仪（Ｆ５０，Ｔｅｃａｎ 公司）；紫外分光光度计

（ＵＶ⁃５２００， 上 海 元 析 仪 器 公 司 ）； 气 相 色 谱

（Ｇ２６３０Ａ，安捷伦科技有限公司）；离子色谱（ＩＣＳ⁃
５０００，赛默飞世尔科技公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 高效分泌表达 Ｓｕｃ２ 的酿酒酵母重组菌株

构建　 酿酒酵母中 ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２ 启动子替换流

程见图 ２。 引物见表 ２。 分别从基因组中扩增

ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２ 启动子区域及其上下游 ４００ ～ ５００
ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段，连接至 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体，命名为

ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＳＥＣ１ｐｕｄ 和 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＳＳＯ２ｐｕｄ。 分别以

ｐＲＳ４２３ 与 ｐＹＣ２３０⁃ＳＵＣ２ 质粒为模板扩增目的片

段并重叠延伸得到 ＨＩＳ⁃ＰＧＫ１ｐ 片段，利用不依赖

限制性内切酶的克隆（Ｒｅｓｒｉｃｔｉｏｎ⁃Ｆｒｅｅｃｌｏｎｉｎｇ，ＲＦ
克隆） 技术替换质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＳＥＣ１ｐｕｄ 中的

ＳＥＣ１ｐ 启动子， 得到质粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＳＥＣ１ｐｕｄ：：
ＨＰＧＫ１ｐ，扩增富集 ＨＩＳ⁃ＰＧＫ１ｐ 片段，同源重组整

合至 ＢＹ４７４１ 菌株基因组上得到菌株 ＢＹＣ。 以

ｐＡＣＴ２ 质粒与 ｐＹＣ２３０⁃ＳＵＣ２ 质粒为模板构建

ＬＥＵ⁃ＰＧＫ１ｐ 基因片段，替换 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＳＳＯ２ｐｕｄ 质

粒 上 的 ＳＳＯ２ｐ 启 动 子， 得 到 质 粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃
ＳＳＯ２ｐｕｄ：： ＬＰＧＫ１ｐ。 扩增富集该片段，对菌株

ＢＹＣ 基因组上的启动子 ＳＳＯ２ｐ 进行替换，得到菌

株 ＢＹＣＯ。 同理，菌株 ＢＹ２Ｃ 与 ＢＹ２ＣＯ 从菌株

ＢＹ４７４２ 出 发， 先 将 质 粒 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＳＥＣ１ｐｕｄ：：
ＨＰＧＫ１ｐ 中的 ＨＩＳ 筛选标记替换为 Ｚｅｏｃｉｎ 筛选标

记，得到 Ｚｅｏｃｉｎ⁃ＰＧＫ１ｐ 片段，整合至菌株 ＢＹ４７４２
基因组上得到菌株 ＢＹ２Ｃ，再将 ＬＥＵ⁃ＰＧＫ１ｐ 片段

整合至 ＢＹ２Ｃ 基因组得到菌株 ＢＹ２ＣＯ。 将不同

交配型单菌落分别接种于 ＹＰＤ 液体培养基，３０
℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ２４ ｈ。 取等体积菌液混合培养

后，稀释 １０ ０００ 倍涂布 ＹＰＤ 平板，３０ ℃培养。 通

过选择性平板筛选，并进行 ＰＣＲ 鉴定获得二倍体

菌株，经二次验证确认基因型。 将携带 ＭＦα 信号

肽的 ｐＹＣ２３０⁃ｍＳＵＣ２ 表达载体电转化至 ＢＹＣＯ、
ＢＹ２ＣＯ、ＢＹ３ＣＯ 感受态细胞， 于 ３０ ℃ 生长的

ＹＰＤ ／ Ｇ４１８ 平板上筛选阳性克隆。 挑取单菌落扩

大培养后，采用球磨法提取质粒并转化至 Ｅ． ｃｏｌｉ
ＤＨ１０Ｂ 感受态细胞，于 ３７ ℃生长的 ＬＢ ／ Ａｍｐ 平

板上筛选阳性克隆。 经限制性酶切验证正确的

１２３ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　



重组质粒送测序确认，最终获得的菌株信息见

表 １。
１． ２． ２　 重组菌株的 ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２ 基因表达水平

分析　 菌株总 ＲＮＡ 提取方法参考 Ｗａｎｇ 等［１０］ 的

方法：取在 ＹＰＤ 液体培养基中培养 ２４ ｈ 的种子液

按 ２％（体积分数）接种至菊糖发酵培养基，３０ ℃、
２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ 后收集菌体，按照酵母总

ＲＮＡ 快速抽提试剂盒说明书进行 ＲＮＡ 提取。 获

取 ＲＮＡ 后，依次按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 反转录试剂盒和

ＳＹＢＲ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒的操作进行反转录和目的基

因的实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ（Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐ⁃
ｔｉｏｎ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ）分析，以 ＡＣＴ１ 为内参基因，引物见表 ２。 采

用 ２ － ΔΔＣｔ法计算 ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２ 的相对表达量。
表 ２　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物 引物序列（５′⁃３′） 备注

ＳＥＣ１ｐｕ⁃Ｆ ＣＡＴＴＧＴＡＡＡＡＣＡＣＧＣＧＧＡＣ 从基因组上获取 ＳＥＣ１ 启动子及其上下游 ４００ ～ ５００ ｂｐ 的序列
ＳＥＣ１ｐｄ⁃Ｒ ＧＣＣＴＡＣＡＡＴＣＴＴＣＣＴＣＡＣＧ
ＳＳＯ２ｐｕ⁃Ｆ ＣＡＣＡＧＧＣＡＧＡＴＴＣＴＴＧＴＴＧＡＧＣＡＧＣ 从基因组上获取 ＳＳＯ２ 启动子及其上下游 ４００ ～ ５００ ｂｐ 的序列
ＳＳＯ２ｐｄ⁃Ｒ ＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＧＧＣＴＴＣＣＡＣＴＴＣ
ＨＩＳ⁃Ｆ ＧＣＧＡＴＡＣＡＧＣＴＡＴＴＡＴＴＡＣＡＧＧＣＡＣＴＣＡＴＴＧＴＡＣＴＧＡＧＡＧＴＧＣＡＣ 扩增带有同源臂的 ＨＩＳ 片段
ＨＩＳ⁃Ｒ ＣＴＧＴＧＣＧＴＣＴＴＧＡＧＴＴＧＡＡＧＴＣＡＧＧＡＡＴＣＴＡＡＡＡＴＡＣＴＧＴＧＣＧＧＴＡＴＴＴＣ
ＨＰＧＫ１ｐ⁃Ｆ ＧＡＡＡＡＴＡＣＣＧＣＡＣＡＧＴＡＴＴＴＴＡＧＡＴＴＣＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＴＣＡＡＧＡＣＧＣ 扩增带有能与 ＨＩＳ 相连的同源臂的 ＰＧＫ１ｐ 片段
ＨＰＧＫ１ｐ⁃Ｒ ＣＣＴＣＴＧＴＡＡＡＴＴＣＡＡＴＴＡＡＡＴＣＡＧＡＣＡＴＴＧＴＴＴＴＡＴＡＴＴＴＧＴＴＧＴＡＡＡＡＡＧＴＡＧ
ＬＥＵ⁃Ｆ ＣＣＡＡＧＣＧＧＧＣＡＧＣＡＡＡＧＧＧＴＴＧＴＧＧＧＡＡＴＡＣＴＣＡＧＧＴＡ 扩增带有同源臂的 ＬＥＵ 片段
ＬＥＵ⁃Ｒ ＧＣＧＴＣＴＴＧＡＧＴＴＧＡＡＧＴＣＡＧＧＡＡＴＣＴＡＡＡＡＴＡＴＡＡＧＧＧＴＴＡＴＴＧＡＡＴＡＴＧＡ
ＬＰＧＫ１ｐ⁃Ｆ ＣＡＴＡＴＴＣＡＡＴＡＡＣＣＣＴＴＡＴＡＴＴＴＴＡＧＡＴＴＣＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＴＣＡＡＧＡＣＧＣＡＣ 扩增带有能够和 ＬＥＵ 相连的同源臂的 ＰＧＫ１ｐ 片段
ＬＰＧＫ１ｐ⁃Ｒ ＣＴＣＡＴＡＡＡＧＧＡＴＴＡＧＣＧＴＧＣＴＣＡＴＴＧＴＴＴＴＡＴＡＴＴＴＧＴＴＧ
Ｚｅｏｃｉｎ⁃Ｆ ＣＧＡＴＡＣＡＧＣＴＡＴＴＡＴＴＡＣＡＧＧＣＡＣＴＣＣＣＣＡＣＡＣＡＣＣＡＴＡＧＣＴＴＣＡＡＡＡＴＧＴＴＴＣＴＡＣＴＣ 扩增带有同源臂的 Ｚｅｏｃｉｎ 片段
Ｚｅｏｃｉｎ⁃Ｒ ＣＧＴＣＴＴＧＡＧＴＴＧＡＡＧＴＣＡＧＧＡＡＴＣＴＡＡＡＡＴＡＡＧＣＴＴＧＣＡＡＡＴＴＡＡＡＧＣＣＴＴＣＧＡＧＣ
ＳＥＣ１⁃ｑＲＴ⁃Ｆ ＣＡＡＧＧＴＴＣＧＴＴＣＣＣＧＣＴＧＴ ＳＥＣ１ 的 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物

ＳＥＣ１⁃ｑＲＴ⁃Ｒ ＣＧＴＧＧＴＣＣＡＡＧＣＴＧＣＣＴ
ＳＳＯ２⁃ｑＲＴ⁃Ｆ ＣＡＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＧＧＡＧ ＳＳＯ２ 的 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物

ＳＳＯ２⁃ ｑＲＴ⁃Ｒ ＧＣＴＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＧＴＣＡＧ
ＡＣＴ１⁃ｑＲＴ⁃Ｆ ＧＣＣＧＡＡＡＧＡＡＴＧＣＡＡＡＡＧＧ ＡＣＴ１ 的 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物

ＡＣＴ１⁃ｑＲＴ⁃Ｒ ＧＧＡＡＧＧＴＡＧＴＣＡＡＡＧＡＡＧＣＣＡＧＡ
Ｍ１３⁃Ｆ ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴ ｐＭＤ１９⁃Ｔ 鉴定引物

Ｍ１３⁃Ｒ ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ
ＭＡＴ⁃Ｆ⁃Ｒ ＡＧＴＣＡＣＡＴＣＡＡＧＡＴＣＧＴＴＴＡＴＧＧ 配型鉴定引物

ＭＡＴ⁃α⁃Ｒ ＧＣＡＣＧＧＡＡＴＡＴＧＧＧＡＣＴＡＣＴＴＣＧ
ＭＡＴ⁃ａ⁃Ｒ ＡＣＴＣＣＡＣＴＴＣＡＡＧＴＡＡＧＡＧＴＴＴＧ

图 ２　 重组菌株构建示意图

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
Ａ ～ Ｄ 分别为重组菌株 ＢＹＣ、ＢＹＣＯ、ＢＹ２Ｃ 和 ＢＹ２ＣＯ 的构建流程示意图

Ａ⁃Ｄ ｉｓ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ＢＹＣ， ＢＹＣＯ， ＢＹ２Ｃ， ａｎｄ ＢＹ２ＣＯ
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１． ２． ３　 重组菌株胞外蛋白分泌量的测定　 以牛

血清蛋白为对照标准品，采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定重

组菌株的胞外蛋白分泌浓度［３０⁃３１］。 取 １００ μＬ 经

８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 的发酵液上清，添加至 ５００
μＬ 蛋白工作液中，通过检测其在 ５９５ ｎｍ 下的吸

光值，代入标准曲线计算浓度。
１． ２． ４　 Ｓｕｃ２ 的分泌效率测定　 挑取单菌落至 １０
ｍＬ ＹＰＤ ／ Ｇ４１８ 培养基，３０ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １６ ｈ
获得种子液，转接至 １０ ｍＬ 菊糖发酵培养基，初始

ＯＤ６００ ＝ ０． ２，３０ ℃、１００ ｒ ／ ｍｉｎ 发酵 ４８ ｈ。 随后取

样，按公式计算分泌效率：Ｓｕｃ２ 分泌效率（％ ） ＝
（发酵液上清蔗糖酶酶活力 ／发酵液蔗糖酶酶活

力） × １００％ ［３２］。 取菌液和发酵液上清，采用 ３，５⁃
二硝基水杨酸（３，５⁃Ｄｉｎｉｔｒｏｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ，ＤＮＳ）法

测定蔗糖酶活力［３３］。 以葡萄糖为标准品制作标

准曲线。 取 ２０ μＬ 稀释样品与 １８０ μＬ ２％ （质量

浓度）蔗糖混匀，５０ ℃孵育 １５ ｍｉｎ，随后加入等体

积 ＤＮＳ 溶液，沸水浴 ５ ｍｉｎ，测定 ＯＤ５４０。 酶活力

定义为每分钟催化产生 １ μｍｏＬ 葡萄糖所需的酶

量为 １ Ｕ。
１． ２． ５　 菌株的发酵性能分析　 挑取单菌落至 １０
ｍＬ ＹＰＤ 培养基中培养获取种子液。 将种子液接

种至 １０ ｍＬ 菊糖培养基中，３０ ℃、１００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件

下培养。 每 １２ ｈ 取样 １ 次，检测菌株的生物量、
蔗糖酶活力、乙醇含量以及总糖残留量。 最后，色
谱分析发酵终止时的底物糖组成。 ① 生物量测

定：取等体积菌液，经离心去除上清液后，称量菌

体湿重。 ② 蔗糖酶活力测定参考 １． ２． ４。 ③ 乙

醇产量测定：取 １ ｍＬ 过 ０． ２２ μｍ 滤膜的发酵液，
５ 倍稀释后，加入 ２． ７ ｇ ＮａＣｌ 并搅拌以除去水分。
然后，利用气相色谱分析发酵液中的乙醇含量。
色谱柱使用安捷伦 ＶＦ⁃ＷＡＸｍｓ（３０ ｍ ×０． ２５ ｍｍ ×
０． ５０ μｍ），采用顶空进样分析。 氢离子火焰检测

器温度设定为 ２４０ ℃，氢气流量为 ３０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，空
气流量为 ３００ ｍＬ ／ ｍｉｎ，尾吹气流量为 ２０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。
柱温从 ４５ ℃起始，以 １０ ℃ ／ ｍｉｎ 的增速升温至 ８０
℃保持 ３ ｍｉｎ，然后以 ２５ ℃ ／ ｍｉｎ 的增速升温至

２００ ℃保持 ５ ｍｉｎ，最终洗脱样本。 ④ 残留总糖浓

度检测：取等量发酵液上清，稀释 １００ 倍。 将稀释

上清液与等体积 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 混匀，煮沸 ３０
ｍｉｎ 后，加入适量 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 中和。 最后，采
用 ＤＮＳ 法测定残留总糖浓度，并计算菊糖转化

率：菊糖转化率（％ ） ＝ ［乙醇产量 ／ （总糖消耗量

× ０． ５１１）］ × １００％ ［３４］。 ⑤ 发酵终点的离子色谱

分析：使用配备 ＣａｒｂｏＰａｃ ＰＡ２０ 柱的离子色谱法

观察发酵终点菊糖的降解情况。 取适量过 ０． ２２
μｍ 滤膜的发酵液上清，稀释 １００ 倍，取 ２５ μＬ 样

品上样。 在 ３０ ℃柱温下，以 ０． ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速

进行 ６０ ｍｉｎ 梯度洗脱。 具体操作：０ ～ ５ ｍｉｎ 用 ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 平衡；５ ～１０ ｍｉｎ 用 ２０ ～１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＯＨ 洗脱；１０ ～ ６０ ｍｉｎ 维持 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ
并以 ０ ～ ０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＡｃ 进行梯度洗脱。
１． ２． ６　 数据分析　 所有的实验均设置 ３ 个生物

学重复，使用 ｔ 检验分析和单因素方差分析评估

数据的显著性，显著性差异定义为 Ｐ ＜ ０． ０５。

２　 结果与分析

２． １　 高效分泌表达 Ｓｕｃ２ 酿酒酵母重组菌株的

构建

为解析囊泡运输关键基因 ＳＥＣ１ 与 ＳＳＯ２ 对

Ｓｕｃ２ 分泌的调控效应，首先以酿酒酵母 ＢＹ４７４１
和 ＢＹ４７４２ 为出发菌株，通过同源重组将 ＳＥＣ１ 和

ＳＳＯ２ 的天然启动子替换为组成型强启动子

ＰＧＫ１ｐ，构建双基因过表达菌株 ＢＹＣＯ 与 ＢＹ２ＣＯ
（图 ２）。 进一步通过二倍体配合获得囊泡运输途

径强化的二倍体菌株 ＢＹ３ＣＯ。 将携带 ＭＦα 信号

肽的 Ｓｕｃ２ 表达载体 ｐＹＣ２３０⁃ｍＳＵＣ２ 分别转化至

ＢＹ 系列菌株， 获 得 重 组 菌 株 ＢＹｍＳ、 ＢＹ２ｍＳ、
ＢＹ３ｍＳ、ＢＹＣＯｍＳ、ＢＹ２ＣＯｍＳ 及 ＢＹ３ＣＯｍＳ （表 １）。

采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术测定重组菌株中 ＳＥＣ１ 和

ＳＳＯ２ 基因的 ｍＲＮＡ 转录水平，验证分泌途径改

造重组菌株的目的基因过表达效果。 结果如图 ３
所示，ＳＥＣ１ 在重组菌株 ＢＹＣＯｍＳ、ＢＹ２ＣＯｍＳ 与

ＢＹ３ＣＯｍＳ 中的相对表达量较对照组原始菌株

ＢＹｍＳ、ＢＹ２ｍＳ 与 ＢＹ３ｍＳ 分别显著提升 ３． １５、
３． ５９、２． ５９ 倍，ＳＳＯ２ 表达量提升 ８． ８０、９． ００、９． ６９
倍，证实启动子替换可有效实现靶基因过表达。
其中，在 ＢＹ３ＣＯｍＳ 中 ＳＥＣ１ 与 ＳＳＯ２ 的相对表达

量高于 ＢＹＣＯｍＳ 和 ＢＹ２ＣＯｍＳ。 这一结果表明相

较于单倍体菌株，二倍体菌株可能拥有更强的囊

泡转运能力。
２． ２　 重组菌株囊泡转运能力的分析

为探究进一步验证 ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２ 过表达对

酿酒酵母囊泡运输能力的影响，本研究通过测定
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重组菌株发酵液上清蛋白含量评估其分泌性能。
结果如图 ４ 所示，过表达 ＳＥＣ１ 与 ＳＳＯ２ 的重组菌

株 ＢＹＣＯｍＳ、ＢＹ２ＣＯｍＳ 和 ＢＹ３ＣＯｍＳ 胞外蛋白分

泌量较未改造菌株有显著提升，ＢＹ３ＣＯｍＳ 较原始

菌株 ＢＹｍＳ 提升了 ２１６． ６７％ 。 此外，二倍体菌株

（ＢＹ３ＣＯｍＳ 和 ＢＹ３ｍＳ）的胞外蛋白分泌量较其对

应单倍体菌株 （ ＢＹＣＯｍＳ ／ ＢＹ２ＣＯｍＳ 和 ＢＹｍＳ ／
ＢＹ２ｍＳ）均显著提高，与转录水平结果一致。 该

结果表明染色体倍性增加可协同增强囊泡运输系

统的通量。

图 ３　 重组菌株的 ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２ 的相对表达水平

Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＥＣ１
ａｎｄ ＳＳＯ２ ｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

∗表示组间差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５），图 ６ 同

∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０． ０５），
ｓａｍｅ ａｓ ｆｉｇｕｒｅ ６

图 ４　 重组菌株的蛋白质分泌量

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ
不同小写字母表示组间差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５），图 ５ 同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＜ ０． ０５），ｓａｍｅ ａｓ ｆｉｇｕｒｅ ５

２． ３　 重组菌株 Ｓｕｃ２ 分泌能力的测定

基于重组菌株在蛋白分泌能力方面的表现，

进一步评估囊泡运输通路强化对重组菌株 Ｓｕｃ２
蛋白分泌效率的影响。 结果如图 ５ 所示，发酵 ４８
ｈ 后，各菌株的 Ｓｕｃ２ 蛋白分泌效率为 １２． １３％ ～
２４． ５２％ 。 与未进行 ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２ 过表达的对照

组 ＢＹｍＳ、 ＢＹ２ｍＳ 和 ＢＹ３ｍＳ 相 比， ＢＹＣＯｍＳ、
ＢＹ２ＣＯｍＳ 和 ＢＹ３ＣＯｍＳ 菌株的 Ｓｕｃ２ 分泌效率显

著提升，分别是对照组的 １． ３９、１． ３９、１． ５６ 倍。 单

倍体菌株 ＢＹＣＯｍＳ 与 ＢＹ２ＣＯｍＳ 以及 ＢＹｍＳ 与

ＢＹ２ｍＳ 的分泌效率存在显著差异，这可能与

ＢＹ４７４２ 和 ＢＹ４７４１ 的遗传和代谢背景差异有

关［３５］。 与初始菌株 ＢＹｍＳ 的 Ｓｕｃ２ 分泌效率

（１２． １３％ ）相比，ＢＹ３ＣＯｍＳ 的 Ｓｕｃ２ 分泌效率显

著提升至 ２２． ６１％ ，增幅达 ８６． ４６％ 。 然而，此处

并没有观察到二倍体菌株（ＢＹ３ｍＳ 和 ＢＹ３ＣＯｍＳ）
较单倍体菌株（ＢＹ２ｍＳ 和 ＢＹ２ＣＯｍＳ）的显著差

异，甚至略低于单倍体菌株。 该现象可能是由于

囊泡运输通量的整体增加，引发 Ｓｕｃ２ 与其他分泌

蛋白对转运载体的竞争性抑制，从而降低了 Ｓｕｃ２
的特异性分泌效率。

图 ５　 重组菌株在菊糖培养基中发酵 ４８ ｈ
的 Ｓｕｃ２ 分泌效率

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｕｃ２ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ａｆｔｅｒ
４８ ｈ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｉｎｕｌｉｎ⁃ｂａｓｅｄ ｍｅｄｉｕｍ

２． ４　 高效分泌表达 Ｓｕｃ２ 重组菌株的发酵性能

分析

为评估重组菌利用菊糖生产乙醇的能力，将
ＢＹｍＳ、 ＢＹ２ｍＳ、 ＢＹ３ｍＳ、 ＢＹＣＯｍＳ、 ＢＹ２ＣＯｍＳ 和

ＢＹ３ＣＯｍＳ 接种至菊糖培养基，每 １２ ｈ 取样 １ 次，
测定发酵液的菌体生物量、蔗糖酶活力、残留总糖

浓度和乙醇产量（图 ６）。
菌株的菌体生物量、蔗糖酶活力、乙醇产量随

发酵时间延长而增加，均在 ８４ ｈ 达到峰值。 过表
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达囊泡运输过程基因的重组菌株生长能力（图
６Ａ）、蔗糖酶活力（图 ６Ｂ）、乙醇产量（图 ６Ｃ）均优

于未进行改造的菌株，说明菌株囊泡转运能力的

提升使得 Ｓｕｃ２ 分泌含量增加，提高了菌株利用菊

糖的能力，促进菌株更好地生长。 该现象与 Ｘｕ
等［３６］ 研 究 结 果 一 致。 值 得 注 意 的 是， 虽 然

ＢＹ２ＣＯｍＳ 与 ＢＹ３ＣＯｍＳ 的最高酶活力相当，但
ＢＹ３ＣＯｍＳ 的乙醇产量和最终菊糖转化率均为最

高，这是由其生物量和酶活力共同作用的结果。
二倍体重组菌株 ＢＹ３ＣＯｍＳ 在 ８４ ｈ 时生物量达

３５． ００ ｇ ／ Ｌ，蔗糖酶活力 ３１８． ８０ Ｕ ／ ｍＬ，较 ＢＹｍＳ

分别提高 ３３． ４９％和 ７９． ４８％ 。 ＢＹ３ＣＯｍＳ 于 ８４ ｈ
的乙醇产量达 １００． ３８ ｇ ／ Ｌ，高于所有重组菌株，较
原始菌株 ＢＹｍＳ 提升了 １２． ６１％ 。 发酵残留总糖

含量结果显示，菌株的残留总糖在０ ～ ２４ ｈ快速消

耗后趋于稳定（图 ６Ｄ），说明发酵终点时大部分

菊糖已转化为菌体和乙醇。 重组菌株（ＢＹＣＯｍＳ、
ＢＹ２ＣＯｍＳ、ＢＹ３ＣＯｍＳ）的总糖消耗量与对照菌株

（ＢＹｍＳ、ＢＹ２ｍＳ、ＢＹ３ｍＳ） 差异并不显著。 图 ６Ｅ
结果显示，重组菌株的菊糖转化率显著高于对照

菌株，其中二倍体菌株 ＢＹ３ＣＯｍＳ 的转化率最高，
较 ＢＹｍＳ 提升了 １０． ３２％ ，达到 ９４． ７７％ 。

图 ６　 重组菌株的发酵性能分析

Ｆｉｇ． ６　 Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

　 　 离子色谱结果显示（图 ７），发酵终点菊糖培

养基中绝大部分糖被菌株用于自身生长和乙醇生

产。 过表达 ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２ 的重组菌株均能高效

降解不同聚合度的菊糖，其中聚合度小于等于 ２４
（保留时间 ０ ～ ３４ ｍｉｎ）的组分被完全降解，聚合

度大于 ２４ 的组分也被显著分解。 二倍体菌株

ＢＹ３ＣＯｍＳ 对菊糖的降解能力优于其他重组菌株，
该结果与图 ６ 一致。 上述结果表明，通过强化囊

泡运输通路（ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２ 过表达）及倍性工程

构建的二倍体菌株 ＢＹ３ＣＯｍＳ，展现出优异的菊糖

水解与生物乙醇合成性能，具备工业化生产菌株

的应用潜力。

图 ７　 重组菌株发酵终点残糖组分离子色谱图

Ｆｉｇ． ７　 Ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｓｕｇａｒｓ ｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｓｔｒａｉｎｓ′ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
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转录水平分析显示，在囊泡运输通路强化的

重组菌株中，ＳＥＣ１ 与 ＳＳＯ２ 的表达量较对照组显

著提升，说明强启动子 ＰＧＫ１ｐ 替换策略可有效突

破内源基因表达限制，为靶向分泌途径的基因剂

量调控提供了直接证据。 进一步的胞外蛋白分泌

定量结果证实，过表达 ＳＥＣ１ 与 ＳＳＯ２ 基因可强化

高尔基体⁃质膜囊泡运输通路，以显著提升酿酒酵

母蛋白分泌能力（２１６． ６７％ ）。 此外，本研究中二

倍体菌株（ＢＹ３ＣＯｍＳ 和 ＢＹ３ｍＳ）显示出更强的蛋

白分泌能力（图 ４），这可能是由于其遗传稳定性

更强、细胞和细胞器尺寸更大，使其能够处理更大

的分泌负荷［３７］，从而更好地满足高水平蛋白质分

泌的代谢需求［３８］。
尽管 ＳＳＯ２ 和 ＳＥＣ１ 过表达与菌株的倍性增

加显著提升了菌株的总蛋白分泌量，但 ＢＹ３ＣＯｍＳ
中 Ｓｕｃ２ 分泌效率反而略低于 ＢＹ２ＣＯｍＳ，这一现

象可能归因于囊泡分选竞争效应。 囊泡运输通量

的增加可能降低了分选保真度，当分泌蛋白负荷

过高时，蛋白间对有限的 ＣＯＰＩＩ 囊泡空间竞争会

导致竞争性抑制，尽管总通量增加，但某些蛋白质

的运输效率会降低［３９］。 这种竞争效应在囊泡运

输通量改造后的二倍体重组菌株 ＢＹ３ＣＯｍＳ 中可

能更为显著。
重组菌株的发酵性能分析结果显示，强化囊

泡运输通路能够提升菌株在菊糖培养基中的生

长能力、蔗糖酶活力、乙醇产量、菊糖转化率。 值

得注意的是，发酵至 ８４ ｈ 时，虽然 ＢＹ２ＣＯｍＳ 与

ＢＹ３ＣＯｍＳ 的酶活力水平相当，但二倍体改造菌

株 ＢＹ２ＣＯｍＳ 的乙醇产量和菊糖转化率更高。
上述现象可能与二倍体菌株的高生物量积累特

性密切相关。 研究表明，多倍体菌株在工业生产

过程中展现出更高的生物量和更强的鲁棒性，在
发酵压力下能够更好地适应环境变化［４０］ ，为高

生物量驱动的乙醇高效合成提供了理论依据。
与菊糖乙醇高产菌 Ｓ． ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ＪＺ１Ｃ （乙醇得率

为 ７９． ７％ ） ［４１］ 相比，ＢＹ３ＣＯｍＳ 的菊糖转化率达

到 ９４． ７７％ ，表明酿酒酵母的理性改造是一种有

效提高其菊糖乙醇生产能力的策略。
综上所述，本研究通过酿酒酵母分泌途径强

化策略和倍性工程的整合，构建了 ＳＥＣ１ 和 ＳＳＯ２

基因过表达的单倍体与二倍体重组菌，成功提高

了 Ｓｕｃ２ 的分泌水平并增强了菌株在菊糖发酵中

的乙醇生产性能，最终构建出高效水解菊糖的二

倍体重组菌株 ＢＹ３ＣＯｍＳ。 本研究为构建高效菊

糖乙醇生产菌株提供了依据，也为开发高鲁棒性

的工业菌株提供了参考。
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［３８］ Ｈｕａｎｇ Ｍ， Ｂａｏ Ｊ， Ｈａｌｌｓｔｒö ｍ ＢＭ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏ⁃
ｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｙｅａｓｔ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｇｌｏｂａｌ ｔｕｎｉｎｇ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［ Ｊ］ ． Ｎａ⁃
ｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ， ２０１７， ８（１）： １１３１．

［３９］ Ｃａｒｒｉｌｌｏ ＡＭ， Ｇóｍｅｚ⁃Ｎａｖａｒｒｏ Ｎ， Ｌｉ ＸＨ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｒｇｏ ｃｒｏｗｄｉｎｇ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｓｏｒｔｉｎｇ ｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙ ｉｎ ＣＯＰＩＩ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０２０， ２１９（７）： ｅ２０１８０６０３８．

［４０］ Ｍｏｚｚａｃｈｉｏｄｉ Ｓ， Ｋｒｏｇｅｒｕｓ Ｋ， Ｇｉｂｓｏｎ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎｌｏｃｋｉｎｇ ｔｈｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｐｏｌｙｐｌｏｉｄ ｙｅａｓｔｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａ⁃
ｔｉｏｎｓ， ２０２２， １３（１）： ２５８０．

［４１］ Ｈｕ Ｎ， Ｙｕａｎ Ｂ， Ｓｕｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｔ Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ
ｍａｒｘｉａｎｕｓ ａｎｄ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｐｏ⁃
ｔｅｎｔｉａｌｓ ｆｏｒ ｂｉｏｅｔｈａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｊｅｒｕｓａｌｅｍ ａｒｔｉｃｈｏｋｅ ｂｙ
ｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｅｄ ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１２， ９５（５）： １３５９⁃１３６８．

７２３ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　


